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a alla inners deep uu an nen eu 
3- 激 酶 ( PI3K) /蛋白 激酶 B( Akt) MAFLA E WARE 2 G8 A mTOR) 信 号 通路 调 
控 肺 泡 巨 唆 细 胞 自 叭 防治 慢性 阻塞 性 肺 疾病 C chronic obstructive 
disease, COPD) 的 作用 机 制 。 方 法 将 90 只 SPF 级 雄性 Wistar 大 鼠 随 机 分 为 正 
常 对 照 组 、COPD 模型 组 、GBE 组 、 康 士 得 组 、 雷 帕 霉 素 组 、Taselisib 组 ， 每 
组 各 15 A, 除 正常 对 照 组 外 , 其 余 各 组 采用 香烟 么 吸 联 合 气管 内 注入 脂 多 糖 (LPS ) 
的 方法 构建 COPD 大 鼠 模 型 ，GBE 组 于 实验 的 第 15d-28d 腹腔 注射 舒 血 宁 注 射 
液 ， 其 余 各 组 于 实验 的 第 29d-42d 分 别 予 Akt 抑制 剂 康 士 得 、mTOR 抑制 剂 雷 帕 
ÆA PIBK 抑制 剂 Taselisib 和 干预， 显微镜 下 计数 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 鸣 细 胞 数量 ， 

E 染色 观察 各 组 大 鼠 肺 泡 病理 改变 及 气 道 重 塑 情况 ， 透 射电 镜 观 察 各 组 大 鼠 肺 
泡 巨 只 细胞 的 超 微 结构 , 酶 联 免 疫 吸附 法 (ELISA ) 检 测 大 鼠 肺 泡 灌 洗 液 CBALEF) 
与 血清 白细胞 介 素 -6(IL-6) 和 白细胞 介 素 -8(IL-8) 水 平 ; 蛋白 免疫 印迹 法 (WB) 
检测 各 组 大 鼠 肺泡 巨 噬 细 胞 PI3K pl10a、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、LC3 
I/LC3I 蛋白 表达 水 平 。 结 果 GBE 组 和 各 抑制 剂 组 肺泡 巨 唉 细胞 数量 明显 小 于 
COPD 模型 组 (P<0.05) ; GBE 组 和 各 抑制 剂 组 的 肺泡 平均 内 衬 间 隔 (MLD 与 平 
均 肺 泡 面积 (MAA) 明 显 小 于 COPD 模型 组 ， 而 平均 肺泡 数 (MAN) 明 显 大 于 
COPD 模型 组 (P<0.05) ; 与 COPD 模型 组 相 比 GBE 组 与 各 抑制 剂 组 大 鼠 文 气 
管 壁 结构 基本 完整 ， 纤 毛 排 列 较 整齐 ， 文 气管 管 壁 及 其 周围 炎症 细胞 浸润 较 少 ; 
透射 电镜 观察 发 现 GBE 组 与 各 抑制 剂 组 肺泡 巨 噬 细 胞 的 自 吻 浴 酶 体 较 COPD 模 
型 组 明显 增多 ; 4 COPD 模型 组 相 比 ,GBE 组 与 各 抑制 剂 组 BALEF 与 血清 中 IL-6, 
IL-8 含量 明显 降低 (P<0.05) ，PI3K p110a、Akt、p-Akt、mTOR、Pp-mTOR 和 蛋 
白 表 达 水 平 明 显 降低 CP<0.05) , Tfi LC3-IILC3I 的 比值 明显 升 高 (P=<0.05) © 
结论 GBE 能 通过 调控 PBK/Ak/mTOR 信和 号 通路 ， 维 持 COPD 大 鼠 肺 泡 巨 噬 细 
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Regulation of alveolar macrophage autophagy based on PI3K/Akt/mTOR 
signaling pathway to explore the mechanism of Ginkgo biloba extract in 
preventing and treating COPD 
GUO Dong-wei',ZHANG Peng-fei! * REN Ming-jun’,LIAO Li-jun',HUANG Ru-yan’, 
LUO Xiang-rong? 
1.Department of Respiratory Critical Care Medicine,Liuzhou Traditional Chinese 
Medical Hospital,Liuzhou 545000,China 
2.Guangxi University of Traditional Chinese Medicine,Nanning 530200, China 
*Corresponding author: ZHANG Peng-fei,attending physician; £-mail:2452506129@qq.com 
Abstract: Objective To explore the mechanism of ginkgo biloba extract 
regulating alveolar macrophage autophagy through PI3K/Ak/mTOR signal pathway 
in preventing and treating chronic obstructive pulmonary disease.Methods Ninety 
SPF male Wistar rats were randomly divided into normal control group, COPD model 
group, GBE group, Kangshide group, rapamycin group and Taselisib group, with 15 
rats in each group. Except for the blank group, the other groups were treated with 
incense and smoke combined with intratracheal injection of lipopolysaccharide (LPS) 
to establish COPD rat models. Shuxuening injection was injected intraperitoneally in 
GBE group on the 15th to 28th day of the experiment. The rest of the groups were 
intervened by Akt inhibitor Constance, mTOR inhibitor rapamycin and PI3K inhibitor 
Taselisib on the 29th-42nd day of the experiment. The number of alveolar 
macrophages in each group was counted under microscope, the pathological changes 
and airway remodeling of alveoli in each group were observed by HE staining, the 
ultrastructure of alveolar macrophages in each group was observed by transmission 
electron microscope, and the levels of alveolar lavage fluid (BALF) and serum 
interleukin -6(IL-6) and interleukin -8(IL-8) were detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Western blotting (WB) was used to detect the 
expression levels of PISK p110a. Akt, p-Akt. mTOR, p-mTOR, LC3 II/LC3I proteins 
in alveolar macrophages of rats in each group.Results The number of alveolar 


macrophages in GBE group and inhibitor group was significantly less than that in 
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COPD model group (P < 0.05). The mean alveolar lining interval (MLI) and mean 
alveolar area (MAA) of GBE group and inhibitor groups were significantly smaller 
than those of COPD model group, while the mean alveolar number (MAN) was 
significantly larger than that of COPD model group (P<0.05). Compared with COPD 
model group, the structure of bronchial wall of rats in GBE group and inhibitor 
groups is basically complete, cilia are arranged neatly, and inflammatory cells 
infiltration in bronchial wall and its surroundings is less. Transmission electron 
microscopy showed that the autophagic lysosomes of alveolar macrophages in GBE 
group and inhibitor group were significantly more than those in COPD model group. 
Compared with COPD model group, the contents of IL-6 and IL-8 in BALF and 
serum of GBE group and inhibitor groups were significantly decreased (P<0.05), the 
expression levels of PI3K pll0a. Akt. p-Akt. mTOR. p-mTOR protein were 
significantly decreased (P<0.05), While the ratio of LC3-II/LC3I increased 
significantly (P«0.05).Conclusion GBE can regulate PI3K/Akt/mTOR signaling 
pathway, maintain the autophagy function of alveolar macrophages in COPD rats to 
reduce macrophage infiltration,inhibit inflammatory reaction and alveolar destruction, 
and improve airway remodeling. 
[Keywords] Chronic obstructive pulmonary disease; Ginkgo biloba extract; 

PI3K/Akt/mTOR signal path; Pulmonary alveolar macrophages; Autophagy 

COPD 是 一 种 第 见 的 慢性 呼吸 系统 疾病 ,疾病 负担 严重 ， 根 据 世 界 卫生 组 织 
(WHO) 预 测 到 2030 年 COPD 将 成 为 人 类 第 三 大 死亡 原因 中。COPD 发 病 机 制 主 
要 包括 慢性 气 道 炎症 、 氧 化 - 抗 氧 化 失衡 、 和 蛋白酶 - 抗 蛋白 酶 失衡 及 免疫 相关 机 制 
中 ， 其 中 巨星 细胞 参与 免疫 相关 的 调节 ， 通 过 释放 促 炎 介质 ， 包 括 趋 化 因子 、 细 
胞 因子 、 和 蛋白 酶 等 , 在 协调 COPD 的 炎症 过 程 中 发 挥 重 要 作用 中 , Æ COPD 中 ， 
肺 巨星 细胞 的 数量 增加 与 功能 受 损 是 其 发 病 的 重要 机 理 四 。 自 哈 是 细胞 通过 自 叭 
溶 酶 体 溶解 细胞 内 受 损 的 蛋白 质 、 细 胞 器 以 及 入 侵 的 病原 体 等 来 维持 细胞 稳 态 的 
一 种 重要 的 分 解 代谢 过 程 申 ， 为 细胞 修复 、 青 生 及 延续 提供 条 件 。 自 噬 在 维持 肺 
部 炎症 反应 系统 的 正常 功能 和 COPD 的 病情 进展 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 外。 吸烟 
是 COPD 的 首要 发 病因 素 , 研究 发 现 吸 烟 者 的 肺泡 巨星 细胞 存在 自 哈 功 能 缺陷 ， 
吸烟 者 的 肺泡 巨 噬 细 胞 内 出 现 自 噬 体 的 异常 蓄积 ， 从 而 导致 自 噬 体 成 熟 障碍 ,最 
终 引起 蛋白 质 聚 集 清 除 受 损 ， 线 粒 体 功 能 失调 ， 以 及 细 戎 回 溶 酶 体 的 传递 缺陷 。 
"i fT FH Fil) EIAS A EE RI, v COPD 中 肺 巨 噬 细 胞 自 唉 缺陷 已 逐渐 成 
为 防治 COPD 的 新 热点 。 


PI3K/AKT/mTOR 通路 是 细胞 内 最 重要 的 信号 传导 途径 之 一 ,参与 调控 细胞 
生长 、 增 殖 、 分 化 、 自 噬 和 调 亡 等 加, 在 细胞 自 哈 中 更 是 发 挥 关 键 作用 中。 GBE 是 
从 银杏 的 干燥 叶 中 提取 而 来 的 以 黄酮 类 、 顾 类 内 酯 为 主要 活性 成 分 的 混合 物 ，, A 
有 改善 循环 、 抗 血小板 聚集 、 清 除 自由 基 、 抗 氧化 等 主要 药理 作用 090， 临 床上 
被 广泛 应 用 于 治疗 心 脑 血 管 疾病 , 近年 来 有 关 GBE 治疗 COPD 的 报道 日 益 增多 。 
梁 炜 等 0 研究 发 现 GBE 可 抑制 COPD 大 鼠 气 道 和 全 身 炎 症 反 应 , 且 早期 干预 效 
REW, 谭 玉 萍 等 上 发现 GBE 能 在 一 定 程 度 上 改善 COPD 大 鼠 气 道 重 塑 及 肺 ] 
管 重 塑 情况 ， 但 GBE 治疗 COPD 的 具体 作用 机 制 尚 不 清楚 。 本 次 研究 则 在 验证 
GBE 能 否 通过 调控 PI3K/AKT/mTOR 信号 通路 促进 巨星 细胞 自 叭 起 到 防治 
COPD 的 作用 ， 为 GBE 在 COPD 的 防治 中 提供 实验 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 与 分 组 7 周 龄 SPF 级 雄性 Wistar KE 90 R, 体质 量 (200+20g)， 

由 长 沙市 天 勤 生 物 技术 有 限 公 司 提供 ， 许 可 证 号 : SCXK( 湘 )2019-0013， 实 验 前 
1 周 将 大 鼠 置 于 实验 环境 中 饲养 ， 室 温 25-28*C， 空 气流 通 好 ， 颗 粒 麦 堵 喂 养 。 

饲养 笼 具 、 饲 料 、 饮 水 、 垫 料 均 按 照 SPF 级 实验 动物 的 要 求 进行 制备 与 消毒 。 
按照 随机 数字 表 法 随机 分 为 正常 对 照 组 、COPD 模型 组 、GBE 组 、 康 士 得 组 、 
雷 帕 霉 素 组 、Taselisib 组 ， 每 组 15 只 。 本 实验 由 广西 中 医药 大 学 实验 动物 福利 
伦理 委员 会 批准 〔 批 准 编号 : DW20220615-063) 

12 主要 药物 、 试 剂 与 仪器 ”银杏 叶 提 取 物 选用 舒 血 宁 注 射 液 (规格 Smlxl x, 

折合 银杏 叶 提取 物 17.5mg, 含 总 黄酮 醇 痛 4.2mg, 银杏 内 酯 0.70mg) 购 自 河北 神 
威 药 业 集团 有 限 公 司 (国药 准 字 Z13020795) ， 康 士 得 购 自爱 必 信 (上 海 ) 生物 
科技 有 限 公 司 〈 货 号 ABS817935) ， 雷 帕 霉 素 购 自 大 连 美 仓 生物 技术 有 限 公司 
(125: MB1197) , Taselisib 购 自 美国 MCE 公司 (货号 ; HY-13898) ， 云 烟 
过 滤 嘴 香烟 (红云 红河 烟草 有 限 责任 公司 , 焦油 量 10mg、 烟 气 烟 碱 量 1.1mg ， 

烟 气 一 氧化 碳 含量 12mg) , LPS 购 自 美国 Sigma 公司 (货号 : L2880)，IL-6〔 货 
号 : R201203-003a) . IL-8(f& 5; R201127-008a) ELISA 试剂 盒 购 自 深 圳 市 欣 博 
盛 生 物 科 技 有 限 公 司 ，PI3K pl10a Cft 7: C73F8) 、Akt (货号 : C67E7) p-Akt 
(货号 : Ser473) 、mTOR (货号 : 7C10) 、p-mTOR (货号 : Ser2448) ~ LC3A/B 
(货号 : D3U4C) 均 购 自 美 国 CST 公司 ，CD68( 货 号 : bs-0649R) 购 自 北京 博 奥 
森 生 物 技 术 有 限 公 司 ; 倒置 显微镜 (MI52-N， 广 东明 美 ) ， 超 低温 冰箱 (705, 
Æ] THERMO) ， 倒 置 荧光 显微镜 (DMIL LED， 德 国 LEICA 公司 )， 酶 联 免疫 
检测 仪 (DG5033A， 南 京华 东 ) ， 冰 冻 切 片 机 (CM1850 德国 LAICA) ， 全 自 
动 化 学 发 光 分 析 仪 采用 (Tanon-5200， 上 海天 能 ) ,透射 电镜 CHT7700, 日 立 ) 。 


im = 


1.3 造 模 方法 与 结果 判定 ”采用 香烟 烟雾 是 吸 联合 气管 内 注入 LPS 构建 COPD 大 
鼠 模型 034， 除 正常 对 照 组 外 其 余 各 组 在 造 模 的 第 1d、 第 14d 将 大 鼠 以 10% 水 合 
SURE (ml/kg) 以 腹腔 注射 麻醉 后 ， 将 大 鼠 固 定 ， 烘 露 喉头 ， 向 大 鼠 气 管内 注入 
LPS100ul/100g(1mg/ml)， 完毕 后 将 大 鼠 直 立 旋转 10~20s, 使 LPS 均匀 分 布 于 肺 
部 ， 于 实验 的 第 2—13d. 15~28d, EREA HE 〈120cmx80cmx80cm， 

含 1 个 进 烟 孔 ，2 个 排 烟 孔 ) 中 对 大 鼠 进行 香烟 烟雾 暴露 ， 持 续 吸 入 新 鲜 的 香烟 
4 Ih/d. 30 支 /4d， 造 模 28d 结束 ; 正常 对 照 组 于 第 14、 第 14d 向 气管 内 注入 生 
理 盐水 CNS) 100uy100g ， 其 余 时 间 均 进行 正常 饲养 。 造 模 过 程 中 ， 因 麻醉 意 
外 和 香烟 烟雾 副 吸 致使 正常 对 照 组 、GBE 组 、 康 士 得 组 、 雷 帕 霉 素 组 各 死亡 1 
只 ，COPD 模型 组 和 Taselisib 组 各 死亡 2 只 ， 造 模 结 束 后 ， 每 组 大 鼠 随 机 处 死 2 
只 进行 肺 组 织 病理 检测 ; 实验 28d 后 ， 正 常 对 照 组 大 鼠 进 食 、 活 动 均 正 常 ， 呼 吸 
顺畅 ， 大 鼠 肺 泡 壁 完整 、 泡 腔 无 扩大 ， 文 气管 结构 正常 、 形 态 清晰 、 纤 毛 排 列 整 
齐 , 血管 腔 无 狭窄 、 血 管 壁 无 增 厚 , 其 余 各 造 模 组 大 鼠 出 现 进食 减少 、 蜡 伏 少 动 、 

毛发 枯黄 易 脱 落 、 气 道 有 痰 鸣 音 表现 , 大 鼠 肺 组 织 病理 表现 为 肺泡 壁 断裂 融合 形 
成 肺 大 泡 、 肺 气 肿 明显 、 气 道 管 壁 增 厚 、 气 道 管 腔 狭窄 、 血 管 壁 增 厚 、 血 管 腔 狭 
窄 、 炎 性 细胞 浸润 明显 ， 判 定 造 模 成 功 。 

14 分 组 给 药 “ 于 实验 的 第 15d-28d, GBE 组 采用 舒 血 宁 注 射 液 腹 腔 注射 ， 用 药 
量 为 0.4ml/kg/d， 其 余 各 组 均 采 用 腹腔 注射 同等 体积 的 NS 做 对 照 ; 于 实验 第 
29d-42d4， 采 用 由 DMSO, ŽALE, mbi 80、 生 理 盐 水 配制 的 混合 溶剂 溶解 康 
士 得 、 雷 帕 霉 素 与 Taselisib， 康 士 得 组 按照 1.0mg/kg/d 腹腔 注射 给 药 、 雷 帕 霉 素 
组 按照 0.5mg/kg/d 给 药 、Taselisib 组 按照 1.5mg/kg/d 给 药 ， 其 余 各 组 均 采 用 腹腔 
注射 混合 溶剂 对 照 。 

1.5 标本 采集 全 部 实验 结束 后 即 第 434， 各 组 大 鼠 用 10% 水 合 握 醛 (3ml/kg) 

PROM, 腹 主动 脉 采血 Sml/ 只 , 于 3000 r/min, 离心 15min, 留 取 血 清 分 装 , 于 -80°C 
冰箱 保存 ;提取 大 鼠 原 代 肺 泡 巨 哈 细 胞 与 留 取 BALF 详 见 1.6; 随后 剖 取 肺脏 ， 

取 距 离 肺 门 3mm 处 的 右 肺 组 织 做 连续 切片 ， 快 速 放 入 4% 多 聚 甲 醛 溶液 中 ， 用 
于 后 续 的 病理 检测 ， 余 下 的 右 肺 组 织 经 干冰 速冻 后 转移 至 -80°C 冰 箱 保存 ， 用 于 
后 续 的 蛋白 与 RNA 提取 , 取 左 肺 组 织 放 入 电镜 固定 液 固定 ,用 于 透射 电镜 检测 。 

1.6 大 鼠 原 代 肺 泡 巨 哈 细 胞 提取 与 BALF 留 取 HRS EUIS ASR 
的 大 鼠 用 75% 酒 精 浸泡 30min， 剪 开 人 颈 部 皮肤 , 分 离 气 管 ， 在 环 状 软骨 下 用 剪刀 
做 了 字形 切口 ， 将 自制 气管 插 管 由 切口 处 插入 气管 内 ， 使 用 颖 合 线 固定 ， 取 5ml 
注射 器 去 除 针头 ， 吸 取 含 体积 分 数 59003 ERIR-BERLIR-PATERRIR B 混合 溶液 的 冷 
PBS 3mL， 由 气管 插 管 口 注入 大 鼠 肺 内 ， 轻 柔 按摩 2 分 钟 后 回 吸 ,重复 5 次 ， 可 
回收 BALF 约 10mL， 离 心 (4000 r/min， 离 心 20min) 后 取 上 清 于 -80°C 冰 箱 保 


u 


T 


存 ， 应 用 红细胞 裂解 液 去 除 红细胞 ， 用 无 血清 RPMI 1640 HEARE, Rp 
入 细胞 培养 瓶 中 ， 置 于 细胞 培养 箱 中 培养 3h 后 换 液 ， 用 传统 贴 壁 法 进一步 提纯 
细胞 。 

1.7 观察 指标 与 方法 
1.7.1 HE 染色 观察 肺 组 织 病 理 改变 “HE 染色 : 用 4% 多 聚 甲醛 固定 大 鼠 右 肺 组 
织 48h 后 ， 采 用 梯度 乙醇 脱水 ， 二 甲 茶 透 明 ， 石蜡 包 埋 ， 冰 冻 后 切片 ， 切 片 厚度 
为 3um， 二 甲苯 脱 螨 脱 水 ， 行 HE 染色 后 予 中 性 树胶 封 片 。 采 用 倒置 显微镜 拍 
照 ， 采 用 Image- pro-plus6.0 图 像 分 析 软 件 进行 分 析 测 算 。 肺 泡 病 理 改 变 : 在 每 
只 大 鼠 的 HE 染色 切片 中 选取 5 个 不 同 视 野 ，200 倍 镜 下 观察 、 记 录 、 分 析 肺 泡 
的 病理 改变 ， 观 察 肺 平均 内 衬 间 隔 (MLD: 以 每 个 视野 的 正中 为 中 心 划 “ 十 ” 字 
线 ， 计数 经 此 十 字 线 的 肺泡 间隔 总 数 (Ns)， 计 算 十 字 线 总 长 度 (L)， 以 MLI= L/Ns 
为 肺 平 均 内 衬 间隔 ， 其 值 反 映 肺泡 平均 直径 ;平均 肺泡 数 (MAN): 计数 每 个 视野 
内 的 肺泡 总 数 (Na)， 除 以 此 视野 的 面积 CTA) ，MAN=Na/TA， 其 值 反映 肺泡 
的 密度 ; 平均 肺泡 面积 (MAA): 以 HE 染色 阳性 区 域 的 面积 为 PA, 
MAA=(TA-PA )/Na。 显 微 镜 下 观察 各 组 大 鼠 支 气管 的 结构 、 形 态 ， 纤 毛 排列 以 
及 炎症 细胞 浸润 情况 。 
1.7.2 ELISA 检测 各 组 大 鼠 BALF 与 血清 中 的 炎症 因子 水 平 采用 ELISA 检测 
大 鼠 BALF 与 血清 中 IL-6. IL-8 的 含量 ， 具 体操 作 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.7.3 ”各 组 大 鼠 肺 泡 巨 哈 细 胞 数量 的 比较 ”由 于 各 组 大 鼠 间 体重 存在 一 定 差异 ， 
因此 采用 单位 重量 肺 组 织 肺泡 巨 哈 细 胞 的 收集 量 来 比较 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 哈 细 胞 
数量 差异 ; 将 各 组 大 鼠 所 有 分 离 纯化 后 的 肺泡 巨 噬 细 胞 使 用 胰 蛋 白 酶 消化 后 , 收 
RTF 15m 离心 管 中 ， 离 心 (2000 rmin， 离 心 10min) 后 吸 除 上 清 , 后 各 加 入 3ml 
RPMI 1640 培养 液 重 悬 ， 使 用 细胞 计数 板 在 显微镜 下 计算 每 只 大 鼠 的 肺泡 巨 噬 
细胞 数 。 

1.7.4 透射 电镜 观察 大 鼠 肺 泡 巨 唉 细胞 的 超 微 结构 “采用 透射 电镜 观察 大 鼠 肺泡 
巨 唉 细胞 的 超 微 结构 , 将 大 鼠 的 左 肺 组 织 取出 后 切 成 小 块 , 快速 放 入 新 鲜 的 2.5% 
成 二 醛 固 定 液 中 ， 在 固定 液 中 使 用 锋利 的 刀片 将 肺 组 织 切 成 Imm? 大 小 ， 乙 醇 、 
丙酮 脱水 ,丙酮 、 环 氧 树脂 浸透 ， 包 埋 、 聚 合 ,， 超 薄 切 片 、 做 60nm 的 超 薄 切片 ， 
Fe Ja AN ESE E C. RARE Ae, 于 透射 电镜 下 观察 巨 噬 细 胞 内 结构 
并 拍照 。 

1.7.5 Western blot 检测 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 噬 细 胞 中 PI3K p110a, Akt.p-Ak,mTOR, 
p-mTOR、LC3IVLC3I 蛋白 表达 量 《将 大 鼠 原 代 肺 泡 巨 只 细胞 从 培养 箱 中 取出 ， 
吸 除 培养 液 , 使 用 PBS 清洗 2 遍 后 按照 每 1x105 个 细胞 加 入 含有 和 蛋白酶 和 磷酸 酶 
抑制 剂 的 裂解 液 200p1l，4°C 充 分 裂解 细胞 ， 提 取 肺 泡 巨 只 细胞 总 蛋白 ， 用 BCA 
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试剂 盒 检测 蛋白 浓度 , 调整 蛋白 浓度 使 各 组 保持 一 致 , 取 20ug 总 蛋白 进行 上 样 ， 
用 SDS-PAGE 电泳 分 离 后 ， 湿 法 转 膜 ，5% 脱 脂 奶 粉 室温 封闭 2h, 然 后 加 入 一 抗 
PI3 Kinase pll10a、Akt、p-Ak、mTOR、p-mTOR、LC3A/B、B-Actin， 稀 释 比 均 
为 1:1000，4?C 过 夜 ，PBST 洗涤 3 次 ， 按 照 1:10000 稀释 HRP 标记 的 羊 抗 锡 
IgG Zi 5 WEE lh, H PBST 洗涤 3 次 ， 将 膜 放 置 在 暗室 中 ， 根 据 用 量 
取 ECL 发 光 液 进行 显影 , 采用 Image J 图像 分 析 软 件 统 计 各 条 带 灰 度 值 并 计算 各 
蛋白 表达 水 平 。 

1.8 统计 学 处 理 ”采用 SPSS17.0 统计 软件 进行 数据 分 析 ， 计 量 资料 以 (x+s) 表 
示 ， 数 据 符 合 正 态 分 布 并 方差 齐 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因素 方差 分 析 ， 并 进一步 用 
LSD 法 进行 两 两 比较 ， 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 

2 结果 

2. 各 组 大 鼠 肺 泡 病 理 改变 ”正常 对 照 组 大 鼠 肺 泡 结 构 正 常 连续 ， 肺 泡 壁 完整 ， 
泡 腔 无 扩大 ， 肺 泡 数 目 较 多 ; 与 正常 对 照 组 相 比 ，COPD 模型 组 大 鼠 肺 泡 结构 杂 
乱 ， 肺 泡 壁 变 薄 断裂 ， 肺 泡 腔 扩 大 ， 肺 泡 间 隔 数量 明显 减少 ， 出 现 较 多 肺 大 泡 ， 
肺 气 肿 明 显 ，GBE 组 与 各 抑制 剂 组 大 鼠 肺 泡 破 损 程度 有 所 减轻 ， 肺 泡 结构 基本 
正常 ， 肺 大 泡 形成 较 少 ，COPD 模型 组 的 MLI 与 MAA 明显 大 于 正常 对 照 组 CP 
<0.05) ， 而 MAN 明显 小 于 正常 对 照 组 CP <0.05) ; GBE 组 与 各 抑制 剂 组 的 
MLI 5 MAA 明显 大 于 正常 对 照 组 (P <0.05), 而 明显 小 于 COPD 模型 组 (P <0.05); 
GBE 组 与 各 抑制 剂 组 的 MAN 明显 小 于 正常 对 照 组 CP <0.05), 而 明显 大 于 COPD 
模型 组 CP <0.05) ; GBE 组 与 各 抑制 剂 组 的 MLI MAA, MAN 组 间 比 较 无 差 
异 (P >0.05) ; 


Xu WES 
RS res ay 


COPD 模型 组 
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X1 ZAKA MLI MAN. MAA 的 比较 (xs) 


组 别 只 数 MLI(um) MAN(/mm?) MAA Cum?) 
正常 对 照 组 — 12 47.59+4.74 206.91431.14 4573.30£789.90 
COPD 模型 组 11 123.01421.94? 85.36+14.73° 11512.1723579.00* 
GBE 组 12 73.58x8.239*^ 131.37219.26?^ 7124.9141748.43% 


康 士 得 组 12 78.16+8.54" 135.78+20.68® 7272.16+1450.47™ 

IBAA 12 80.75+£14.69* 134.38428.50* 7879.51+2038.87% 

Taselisib 2H — 11 75.01+8.372 149.44419.83% 6720.84+1028.26*° 

F fü 44.564 33.002 14.992 

.  PÍL | «001  X— «000 XA «000 .— 
YE: 与 正常 对 照 组 比较 , “P 二 0.05; 5E COPD 模型 组 比较 , ^"P-—0.05; b 各 组 间 比 较 , P >0.05 
2.2 各 组 大 鼠 气 道 重 塑 的 比较 ”正常 对 照 组 支气管 结构 正常 ， 形 态 清晰 ， 纤 毛 排 
列 整 齐 ， 气 道 纤 毛 柱 状 上 皮 细 胞 完整 ,无 炎症 细胞 浸润 ; COPD 模型 组 支气管 平 
滑 肌 层 增 厚 ， 部 分 肌 层 已 经 断裂 ， 妖 膜 下 及 外 膜 见 胶 原 纤维 增生 ， 官 腔 狭窄 ， 气 
iB A EIA. i>. ASL, BER EAA Ae AS; GBE 组 与 各 
FOU Hil) FU ZA BSC UE BEE SEAN SEE, “UIA Le a Bese, APE HEMI AAT 


COPD 模型 组 整齐 , 文 气 管 平滑 肌 层 稍 增 厚 , 支气管 管 壁 及 其 周围 炎症 细胞 浸润 
较 少 ， 详 见 图 2。 


正常 对 照 组 


> As. Ae Y 
康 士 得 组 雷 帕 霉 素 组 Taselisib 组 
图 2 各 组 大 鼠 气 道 重 塑 的 比较 ”400x 
2.3 各 组 大 鼠 BALEF 中 IL-6, IL-8 含量 的 变化 ”在 各 组 大 鼠 BALF 中 IL-6, IL-8 
含量 的 比较 中 , COPD 模型 组 的 IL-6, IL-8 含量 明显 高 于 正常 对 照 组 CP«0.05) ， 
GBE 组 与 各 抑制 剂 组 的 IL-6. IL-8 含量 较 COPD 模型 组 明显 降低 CP«0.05) ; 


说 明 GBE SHEA. FIBA. Taselisib 均 能 降低 COPD 大 鼠 BALF 中 的 
炎症 因子 ， 进 而 抑制 COPD 大 鼠 气 道 炎症 反应 。 详 见 表 20 


表 2 各 组 大 鼠 肺 泡 灌 洗 液 工 -6、IL-8 含量 的 比较 Coss, 


/ml ) 


组 别 只 数 IL-6 IL-8 
正常 对 照 组 12 28.52+4.10 36.2944.41 
COPD 模型 组 11 243.26+13.93? 222.49+8.12? 
GBE 组 12 34.3942.01% 114.98+7.38% 
康 士 得 组 12 20.59+2.83ape 73.75+3.82abe 
FHEARA 12 28.97+4.23>4 101.42+7.27abcd 
Taselisib 组 11 28.15+6.40°¢ 75.50+3.012¢¢ 
F fü 1923.260 1282.215 
P IÑ <0.001 <0.001 


YE: 与 正常 对 照 组 比较 ，“P 二 0.05; 与 COPD 模型 组 比较 ， 和 P<0.05; 与 GBE HHE, ^P 
<0.05; 与 康 士 得 组 比较 ，4P<0.05， 与 雷 帕 霉 素 组 比较 ，*P<<0.05。 

2.4 各 组 大 鼠 血 清 IL-6, IL-8 水 平 的 变化 ”在 各 组 大 鼠 血 清 中 IL-6, IL-8 含量 的 
比较 中 ，COPD 模型 组 的 IL-6. IL-8 含量 明显 高 于 正常 对 照 组 CP<0.05) ，GBE 
组 与 各 抑制 剂 组 的 IL-6. IL-8 含量 较 COPD 模型 组 明显 降低 CP<0.05) ; 说 明 
GBE 与 康 士 得 、 雷 帕 霉 素 、Taselisib HAERERE COPD 大 鼠 血 清 中 的 炎症 因子 ， 
进而 抑制 COPD 大 鼠 全 身 炎症 反应 ， 详 见 表 3. 


表 3 各 组 大 鼠 血清 IL-6、IL-8 的 比较 Cx+s, pg/ml) 


组 别 只 数 IL-6 IL-8 
正常 对 照 组 12 80.56+12.72 17.63+1.95 
COPD 模型 组 11 242.43+74.87° 85.79+17.19a 
GBE 组 12 181.92444.39% 67.57411.83% 
康 士 得 组 12 137.37+18.40ate 45.16+2.69%° 
TREE SR AH 12 59.49-13.63 ^d 65.2024. 39:5 
Taselisib 组 11 162.26::54. 137° 33.68+1.68apcde 
FIÑ 29.251 94.826 
P fü «0.001 «0.001 


TE: 与 正常 对 照 组 比较 ，“P<0.05; 与 COPD RAHE, ^P-0.05; 5; GBE 2H 4H LAR, CP 
二 0.05， 与 康 士 得 组 比较 ，4P<0.05， 与 雷 帕 霉 素 组 相 比 较 ，*P<<0.05。 

2.5 原 代 肺泡 巨 噬 细 胞 的 鉴定 CD68 是 分 布 在 细胞 表面 的 相对 分 子 ， 其 在 单 核 
细胞 的 表面 表达 较 少 ,， 当 其 向 巨 吹 细胞 转化 后 表达 明显 增加 ,其 是 巨星 细胞 谱系 
中 高 度 特 异性 表达 的 蛋白质， 常 作 为 鉴定 巨 唉 细胞 的 特异 性 标志 物 避 50。 将 纯化 
后 的 巨 吻 细胞 使 用 胰 和 蛋白 酶 消化 后 ， 重 悬 调整 细胞 浓度 为 2x105/ml， 将 24 FLAK 
JOH BA 24 孔 板 中 ， 将 巨 史 细 胞 种 于 细胞 爬 片上 ， 放 入 细胞 培养 箱 中 培养 4h 
后 取出 ， 巨 唉 细胞 已 完全 贴 壁 ， 先 后 予 PPS Revi. 4% 4% FE AMET FE. 0.5%Triton 
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图 3 200x 
2.6 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 噬 细 胞 数量 的 比较 ”采用 单位 重量 肺 组 织 肺泡 巨 噬 细 胞 的 
收集 量 来 比较 各 组 大 鼠 肺 泡 启 噬 细 胞 数量 差异 ; 结果 显示 ， 与 正常 对 照 组 比较 ， 
COPD 模型 组 的 大 鼠 肺 泡 巨 噬 细 胞 数量 明显 增多 (P < 0.05) ; 与 COPD 模型 组 相 
比较 ，GBE 组 与 各 抑制 剂 组 大 鼠 肺 泡 巨 鸣 细 胞 数量 明显 减少 (P < 0.05) ， 说 明 
GBE 与 PIBK/Akt/mTOR 通路 抑制 剂 均 能 在 一 定 程度 上 降低 COPD K iii Be 
细胞 数量 ， 减 轻 巨 哄 细 胞 异常 浸润 ， 见 表 4。 
表 4 各 组 大 鼠 单 位 重量 肺 组 织 肺泡 巨 噬 细 胞 数量 的 比较 ( xs，n=3) 
组 别 肺泡 巨星 细胞 的 收集 量 (x10%/g 肺 组 织 ) 

正常 对 照 组 1.35+0.09 

COPD 模型 组 3.68+0.204 

GBE 组 2.5140.14% 

康 士 得 组 2.49+0.11” 

Fa UE: a 2H. 2204018" 

Taselisib 2H 2.30+0.01% 

五 值 87.380 

P fü «0.001 


YE: 与 正常 对 照 组 比较 , “P<0.05; 
2.7 BA FA BELEES BR i Ex 0 2 


与 COPD 模型 组 
田 胞 超 微 结 构 


从 电镜 图 片 中 可 以 看 出 , 肺泡 巨 1 
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比较 , -P<0.05; b 各 组 间 比 较 , P >0.0 
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MERA. UL PEL PERCHE Sk dB E AS, 又 叫 不 进行 活动 的 溶 
酶 体 ， 未 开始 消化 衰老 的 细胞 器 、 线 粒 体 、 糖 原 等 物质 ， 当 细胞 内 退 变 、 册 解 的 
某 些 细胞 器 或 局 部 细胞 质 由 一 单 层 界 膜 加 以 包围 后 形成 赛 泡 状 小 体 , BA ELI VIR, 
当 自 噬 体 与 初级 溶 酶 体 融 合 后 会 形成 次 级 浴 酶 体 ， 又 称 自 噬 溶 酶 体 ( 蓝 色 箭 头 指 
示 ) ， 并 激活 水 解 酶 分 解 衰 老 的 细胞 器 或 过 量 积存 的 糖 元 等 物质 ， 以 实现 细胞 本 
号 的 代谢 需要 和 某 些 细胞 器 的 更 新 。 由 电镜 结果 可 以 看 出 正常 对 照 组 存在 自 喉 行 
Ay (AIRS, MARMASSE AME SUP; COPD 模型 组 自 噬 较 正 
常 对 照 组 增强 ， 但 自 哈 溶 酶 体 较 少 ， 而 初级 溶 酶 体 增多 明显 ;GBE 组 与 各 抑制 
RIZR BU EIL STR RAE S: COPD 模型 组 明显 增多 ， 详 见 图 4。 
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TR UAE RH Taselisib 组 
4 各 组 肺泡 巨 哈 细胞 超 微 结构 的 比较 7000x 
2.8 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 吹 细 胞 中 PI3K pll0a, Akt, p-Ak, mTOR, p-mTOR, 


LC3IULC3I 蛋白 表达 量 比 较 ”在 各 组 大 鼠 肺 泡 巨 吹 细 胞 PI3K p110a、Akt、p-Ak、 
mTOR, p-mTOR, LC3II/LC3I 蛋白 表达 量 的 比较 中 , 正常 对 照 组 的 PI3K pl10a、 
Akt、p-Ak、mTOR、p-mTOR 蛋白 表达 量 明显 高 于 COPD 模型 组 、GBE 组 与 各 
通路 抑制 剂 组 ，LC3IVLC3I 的 比值 明显 低 于 COPD 模型 组 、GBE 组 与 各 通路 抑 
制剂 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ; 与 COPD 模型 组 相 比 ，GBE 组 与 各 通 
路 抑制 剂 组 的 PIBK pl10a、Akt、p-Ak、mTOR、p-mTOR 和 蛋白 表达 量 明显 降低 
CP«0.05) , rfi LC3IVLC3I 的 比值 明显 增高 CP<0.05) ， 详 见 图 5、6、7 与 表 5。 
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图 6 SAK pe IMAP p-Akt. p-mTOR 蛋白 的 表达 


正常 对 照 组 COPD 模型 组 GBE 组 康 士 得 组 NARHA Taselisib 组 
LC3I s 16kDa 
LC3H — ; 14kDa 
oo ff QD (UEM (D cm 


图 7 SAA BRUN E s A A LC3I. LC3II 蛋白 的 表达 
dé 5 SAK BUB ES ZR SC ETA EE EGER Cx s, n=3) 


组 别 PI3K p110a Akt mTOR p-Akt p-mTOR LC3II/LC3I 
正常 对 照 组 1.11+0.23 0.98+0.11  0.77+0.12 0.55+0.02 — 0.4740.02 1.02+0.01 
COPD 模型 组 ”0.8140.18a 0.7330.13* 0.59+0.10* — 0.4240.01* — 0.4240.02* 1.20+0.03* 
GBE 组 0.51 40.15% — 0.5140.12% ”0.43+0.07ap — 0.23 40.10% — 0.3724:0.0225 1.380.073 
康 士 得 组 0.4840.17a 0.46+0.11ab ”0.37+0.09ab 0.11+0.06® 0.36+0.02ab 1.40+0.08% 


THERA 0.36+0.08* —— 0.3440.09?^ ”0.31+0.07a 0.20+0.09 0.14+0.03abhed 1,43+0.15% 
Taselisib 组 0.2440.09*^ 0.19+0.06abed 0.2340.07%© 0.22+0.11% 0.3340.02abee 1,390.08 
F fi 11.783 21.185 15.078 15.120 76.594 11.798 
P (& «0.001 «0.001 «0.001 «0.001 «0.001 «0.001 


ik: 与 正常 对 照 组 比较 ，“P 二 0.05; 与 COPD 模型 组 比较 ， 刀 <<0.05; 与 GBE 组 比较 ，“P 


<0.05; 与 康 士 得 组 比较 ，4P<0.05， 与 雷 帕 霉 素 组 相 比 较 ，*P<<0.05。 
3、 讨 论 

COPD 的 发 病 机 制 主要 包括 炎 性 机 制 、 氧 化 应 激 机 制 、 免 疫 学 机 制 、 和 蛋白 酶 
- 抗 蛋白 酶 失衡 ， 而 炎 性 机 制 是 COPD 的 关键 致 病 机 制 3， 肺 泡 巨 唉 细胞 、 中 性 
粒 细 胞 等 免疫 细胞 在 COPD 的 慢性 炎症 机 制 中 发 挥 重 要 作用 。COPD 患者 气 
道 、 肺 实质 、BALEF 与 疾 液 中 巨 史 细胞 的 数量 明显 增多 ， 且 在 肺 气 肿 肺泡 壁 破坏 
部 位 的 浸润 更 加 明显 , 而 在 肺 实质 中 的 巨 噬 细 胞 数量 与 肺 气 肿 的 严重 程度 成 正 相 
RII, RFR HEAP, HT BRA ES COPD 患者 出 现 机 体 炎症 的 始 动 细 
胞 ， 它 能 促进 炎症 趋 化 因子 、 中 性 粒 细胞 的 释放 ， 介 导 炎 症 反 应 ， 参 与 COPD 
炎症 进展 。 在 本 次 研究 中 ，COPD 造 模 后 的 大 鼠 肺 泡 巨 吹 细 胞 数量 较 正常 对 照 组 
明显 增加 ， 且 肺 气 肿 与 气 道 重 塑 明显 、 肺 泡 壁 破坏 严重 ， 大 鼠 气 道 与 肺 组 织 内 炎 
症 浸润 明显 ， 血 清 与 BALF 中 炎症 因子 IL-6、IL-8 较 正 常 对 照 组 明显 升 高 ， 表 
明 COPD 造 模 成 功 ， 与 COPD 模型 组 比较 ，GBE 组 、 康 士 得 组 、 雷 帕 霉 素 组 、 
Taselisib 组 均 能 在 一 定 程度 上 改善 COPD 大 鼠 肺 气 肿 、 肺 泡 壁 破坏 及 气 道 重 塑 ， 
并 能 降低 血清 与 BALF 中 IL-6. IL-8 的 含量 ， 考 虑 和 GBE 与 各 抑制 剂 组 均 能 降 
低 大 鼠 肺 泡 巨 只 细 胞 数量 ， 减 轻 巨 噬 细 胞 浸 油 有关。 
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自 噬 是 广泛 存在 于 真 核 细胞 中 的 一 种 正常 的 生理 降解 机 制 , 可 主动 清除 多 余 、 
受 损 、 衰 老 的 蛋白 质 与 细胞 器 以 维持 细胞 稳 态 和 细胞 完整 性 ， 是 维持 自身 生存 的 
关键 细胞 修复 途径 之 一 242; 正常 生理 状态 下 细胞 自 噬 处 于 较 低 水 平 ， 而 在 应 激 
情况 如 营养 缺乏 、 缺 氧 等 条 件 下 ， 可 使 细胞 自 噬 明 显 增强 23， 作 为 机 体 自 我 保 
护 的 一 种 重要 机 制 ， 自 噬 参 与 多 种 疾病 的 病理 生理 过 程 ， 影 响 着 疾病 的 发 生 、 发 
HEU, Ep YE COPD 的 病理 生理 过 程 中 起 着 关键 性 作用 ,其 是 一 把 双 刃 剑 ， 
既 可 以 发 挥 保护 作用 ， 也 可 产生 破坏 性 影响 户 ]。PI3K/AKT/mTOR 信和 号 通路 已 被 
证 实 是 调节 细胞 自 噬 的 主要 通路 29，PI3K 是 一 种 广泛 存在 于 胞 质 内 的 磷脂 酰 肌 
醇 激 酶 ， 在 炎症 反应 、 信 号 传导 等 方面 发 挥 重 要 作用 , 根据 其 序列 同 源 性 和 底 物 
特异 性 可 分 为 下 II, HI 25, 其 中 I 类 PBK 9] 7) 73 p110o 催化 亚 基 和 p110B 催化 
WEP, PBK 能 够 激活 AKT 参与 下 游 信号 因子 的 调控 , Akt 分 子 作 为 PIBK/Akt 
/mTOR 信号 通路 中 的 关键 分 子 ， 在 促进 细胞 增殖 、 侵 袭 和 转移 ， 抑 制 细 胞 自 鸣 
和 调 亡 中 发 挥 核心 作用 29， 磷酸 化 后 的 Akt 会 将 信号 传递 给 mTOR， 并 通过 激 
活 泛 素 蛋白 酶 体 途 径 参 与 调节 自 噬 相关 基因 与 下 游 底 物 , 从 而 起 到 抑制 自 噬 的 作 
He, mTOR 是 细胞 自 噬 的 调控 中 心 ， 同 时 也 是 细胞 自 噬 的 能 量 和 营养 状态 的 
感受 器 ， 受 包括 PI3K/ Akt 等 在 内 的 多 种 信号 通路 的 调节 ， 在 调节 细胞 自 哦 中 发 
挥 关 键 作用 P11。LC3 是 自 噬 过 程 中 的 一 个 标志 性 蛋白质 ， 其 表达 的 强度 与 自 噬 
泡 数量 呈正 相关 B2， 自 噬 启 动 后 LC3-[ 开 始 向 LC3-II 4b, LC3II 被 认为 是 代表 
自 噬 作 用 的 标志 性 指标 , 其 表达 量 的 高 低 在 一 定 程度 上 反应 了 自 噬 体 的 数量 和 自 
只 的 程度 B341，LC3IVLC3I 与 自 噬 小 体 的 形成 程度 密切 相关 ， 是 反映 整个 自 噬 水 平 
的 重要 标志 54。 

我 们 前 期 研究 B539 发 现 , GBE 能 降低 COPD 大 鼠 血清 与 BALF 中 IL-1, IL-8 
的 含量 ， 并 能 够 抑制 COPD 大 鼠 肺 组 织 中 基质 金属 蛋白 酶 一 9(MMP-9) 的 表达 ， 
从 而 发 挥 抑制 COPD 大 鼠 气 道 与 全 身 炎症 反应 ， 抑 制 肺 组 织 重 塑 与 肺 纤维 化 ， 
但 其 具体 机 制 尚 不 清楚 。Taselisib 是 一 种 有 效 的 选择 性 PI3K 抑制 剂 B3， 康 士 得 
作为 Akt 的 抑制 剂 , 能 抑制 小 鼠 RAW264.7 EUM AURI] Akt, mTOR 蛋白 的 表达 ， 
增加 LCS 蛋白 B8， 雷 帕 霉 素 是 一 种 经 典 的 自 鸣 激动 剂 ， 通 过 抑制 mTOR 来 激 
i5 EROS. 因此 ， 在 本 次 研究 中 我 们 采用 Taselisib、 康 士 得 、 雷 帕 霉 素 作 为 GBE 
能 否 通过 调控 PISK/Akt/mTOR 通路 促进 肺泡 巨 噬 细胞 自 噬 治疗 COPD 的 对 照 药 
物 。 本 研究 中 ， 与 正常 对 照 组 相 比 ，COPD 模型 组 肺泡 巨 噬 细 胞 中 PI3K pl10a、 
Akt, p-Akt, mTOR, p-mTOR 和 蛋白 的 表达 量 明显 下 降 ， 而 LC31I/LC3I 的 比值 明 
显 上 升 ,说 明 在 COPD 大 鼠 的 肺泡 巨 只 细胞 中 PI3K/AktbmTOR 信号 通路 被 抑制 ， 


KRKE A, ET 5 oe T. EAR il BR; 给 予 GBE、Taselisib、 康 士 得 、 
雷 帕 霉 素 干预 后 ， 与 COPD 模型 组 相 比 ， 大 鼠 肺 泡 巨 叭 细胞 中 的 PI3K p110a、 
Akt. p-Akt. mTOR, p-mTOR 和 蛋白 表达 量 进一步 下 降 ，LC3IVLC3I 的 比值 明显 
升 高 ， 巨 唉 细胞 自 唉 增强 ， 加 速 清除 多 余 、 受 损 、 衰 老 的 蛋白 质 与 细胞 器 ， 保 障 
巨 哈 细胞 发 挥 正常 的 功能 ， 抑 制 了 COPD 大 鼠 气 道 与 肺 实 质 内 巨星 细胞 的 异常 
著 积 ， 进 而 减轻 了 巨 唉 细胞 介 导 的 炎症 反应 、 肺 泡 破 损 与 气 道 重 塑 。 

电镜 是 观测 细胞 自 噬 的 金 标准 , 由 本 次 研究 中 电镜 结果 可 以 看 出 正常 对 照 组 
自 唉 溶 酶 体 数量 较 少 ， 自 唉 水 平 较 低 ，COPD 模型 组 溶 酶 体 数 量 增多 ， 自 哈 被 激 
活 ， 但 以 初级 深 酶 体 增 多 为 主 ， 而 自 喉 溶 酶 体 较 少 ， 表 明 自 噬 体 和 初级 深 酶 体 存 
在 融合 障碍 ， 致 使 受 损 的 细胞 器 、 糖 原 等 物质 溶解 受阻 ， 异常 堆 积 ， 进 而 影响 正 
常 的 细胞 代谢 与 细胞 器 的 更 新 ， 致 使 肺泡 巨 唉 细胞 自 噬 功 能 受 损 ，GBE 组 与 各 
抑制 剂 组 的 自 叭 溶 酶 体 较 COPD 模型 组 明显 增多 ， 能 加 速 受 损 的 细胞 器 、 糖 原 
的 消化 ,进而 促进 细胞 代谢 与 细胞 器 的 更 新 ,从 而 维持 肺泡 巨 噬 细 胞 发 挥 正常 的 
HEIRE WRR, WAR COPD 患者 肺泡 巨 噬 细 胞 中 自 叹 圳 泡 的 数量 明显 
增加 ， 但 由 于 存在 自 只 体 运输 至 溶 酶 体 的 功能 障碍 ， 致 使 自 噬 活 性 减弱 ， 进 而 导 
致 肺泡 巨 噬 细 胞 清除 功能 受 损 ， 最终 导 至 COPD MATRE, Yuta IgE SE 
发 现 , 香烟 烟雾 可 损伤 巨星 细胞 的 自 哈 功 能 , 造成 巨 唉 细胞 自 唉 体 成 熟 缺 陷 和 自 
哈 体 内 和 蛋白质、 细胞 器 等 物质 的 异常 积聚 ， 与 本 次 研究 的 结果 相 一 致 。 

巨 噬 细 胞 作为 机 体重 要 的 免疫 效应 细胞 , 具有 十 分 强大 的 吞噬 和 杀伤 病原 体 
的 功能 ,在 机 体 的 抗 感染 免疫 中 发 挥 至 关 重 要 的 作用 5。 研 究 表明 ，COPD 患者 
的 巨 噬 细 胞 吞噬 功能 低下 ， 而 香烟 烟雾 对 巨 鸣 细 胞 吞噬 功能 的 损害 更 明显 ， 可 造 
成 吞噬 能 力 显 著 下 降 65， 而 维持 巨 噬 细 胞 正常 的 自 噬 功 能 可 以 直接 参与 调控 巨 
哈 细 胞 的 大 哈 功能 ， 从 而 使 巨 哈 细 胞 能 有 效 清除 病原 体外 I。 在 本 次 研究 中 ， 使 
用 GBE SAMA, PISK/AKT/mTOR 信号 通路 被 抑制 ， 自 叭 水 平 增强 ， 
促进 了 自 哈 体 与 溶 酶 体 的 结合 , 自 吻 溶 酶 体 的 数量 明显 增加 , 加 速 受 损 的 细胞 器 、 
蛋白质 等 物质 的 消化 ,进而 促进 细胞 代谢 与 细胞 器 的 更 新 ,使 巨 只 细胞 的 自 噬 活 
性 增强 , 维持 了 巨 噬 细 胞 的 正常 自 噬 功 能 , 进而 使 巨 噬 细 胞 有 效 发 挥 其 吞噬 功能 ， 
清除 COPD 大 鼠 气 道 与 血 中 的 病原 菌 ， 进 而 发 挥 减轻 气 道 与 全 身 炎 症 反应 的 作 
用 。 


综 上 所 述 ， 银 杏 叶 提取 物 能 够 通过 调控 PISK/Akt/mTOR 信和 号 通路 ， 促 进 肺 
泡 巨 噬 细 胞 发 挥 正常 自 噬 功 能 ， 起 到 治疗 COPD 的 作用 ， 为 银杏 叶 提 取 物 在 
COPD 的 应 用 提供 一 定 实验 依据 。 

作者 贡献 : 郭 栋 伟 负责 实验 设计 、 文 章 的 构思 与 设计 , 并 对 文章 负责 ; 任 明 
君 、 廖 丽 君 进行 动物 实验 与 细胞 实验 以 及 实验 相关 指标 检测 ; 黄 茹 妍 、 罗 湘 蓉 负 
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责 论文 检索 与 查 重 ; 张 鹏 飞 组 织 课题 实施 、 控 制 实验 质量 ， 负 责 论文 起 草 、 论 文 
修订 与 审 校 ， 对 文章 整体 负责 。 
本 文 无 利益 冲突 。 
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